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1. Uvod 
1.1.Infarkt miokarda 
 
Definicija i klasifikacija infarkta miokarda godinama je subjekt rasprava meĊu 
znanstvenicima (1). Unatoĉ tome što se uĉestalost progresivno smanjuje, u posljednjem 
desetljeću kardiovaskularni poremećaji i dalje su vodeći uzrok smrti i invalidnosti diljem 
svijeta (2). Drugim rijeĉima, jedan od tri pacijenta koji dožive koronarni incident u narednoj 
godini će umrijeti, što dovodi do zakljuĉka da je srĉani infarkt osnovni razlog jedne od sedam 
smrti (3). Infarkt miokarda definiran je kao odumiranje stanica miokarda uslijed dugotrajne 
srĉane ishemije (1). 
 
1.1.1. Klasifikacija srĉanog infarkta 
 
Patogeneza pojedinih tipova srĉanog infarkta jest razliĉita, stoga je toĉna i 
pravovremena diferencijalna dijagnoza neophodna za prilagodbu lijeĉenja u skladu s 
uzroĉnim mehanizmima (2). S obzirom na mehanizam nastanka samog oštećenja provodi se 
klasifikacija srĉanog infarkta. Podjela u pet kategorija potvrda je široke heterogenosti 
patofioziologije i samog uzroĉnika bolesti (1). Tip 1 definira se kao nekroza miocita 
uzrokovana redukcijom opskrbe miokarda krvlju i intraluminarne tromboze zbog rupture, 
ulceracije, puknuća, erozije ili disekcije aterosklerotiĉnog plaka. Neravnoteža izmeĊu 
zahtjeva miokarda za kisikom i dotoka krvi, to jest sekundarna ishemija karakteristika je 
srĉanog udara tipa 2. Nastaje kao posljedica akutne i teške anemije, koronarnog vazospazma, 
endotelijalne disfunkcije, toksiĉnog efekta endogenih ili egzogenih kateholamina, stanja šoka, 
koronarne embolije, respiratornog ili srĉanog zatajenja te hipertenzije ili hipotenzije (4). Iako 
je razina srĉanog troponina viša kod razvitka srĉanog infarkta tipa 1, veću smrtnost ima tip 2 
upravo zbog multifaktorijalnog uzroka koji ima veću prevalenciju kod starijeg stanovništva 
(5). Infarkt miokarda tipa 3 predstavlja dijagnostiĉki izazov kliniĉarima zbog iznenadne 
kardiološke smrti prilikom koje nije moguće dokazati porast biokemijskih markera, ali su 
prisutni simptomi koji ukazuju na miokardijalnu ishemiju poput promjena na EKG-u ili 
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novonastalog bloka lijeve grane (1, 6). Prilikom postupka mehaniĉke revaskularizacije 
perkutane koronarne intervencije može doći do infarkta miokarda tipa 4, dok je uzrok tipa 5 
komplikacija prilikom ugradnje premosnice (7). 
 
1.1.2. Kriteriji odreĊivanja srĉanog infarkta 
 
Povećanjem saznanja o patogenezi srĉanog infarkta, te otkrićem preciznijih i 
osjetljivijih seroloških biomarkera u kombinaciji s toĉnijim slikovnim tehnikama, omogućeno 
je razumijevanje mehanizama koji vode do srĉane ishemije te posljediĉno srĉanog udara. 
Time se znatno doprinosi unapreĊenju dijagnoze i poboljšanju ishoda bolesti (8). 
Prepoznavanje simptoma srĉane ishemije poĉetni je korak u otkrivanju infarkta miokarda, a 
rezultat je neravnoteže potražnje i opskrbljenosti kisikom. Simptomi ukljuĉuju bol u donjoj 
ĉeljusti i prsima sa širenjem u gornjim udovima te epigastriju koja traje duže od 20 minuta. 
Posljediĉno, pacijenti su uznemireni, anksiozni i općeg lošeg stanja koje ukljuĉuje znojenje, 
bljedilo i osjećaj hladnoće. Kod pacijenata s dijabetesom infarkt miokarda najĉešće se javlja s 
atipiĉnim simptomima, a može biti i sasvim asimptomatski. Nekoliko je osnovnih kriterija po 
kojima se postavlja dijagnoza infarkta miokarda, a to su: jaka i specifiĉna bol, porast 
troponina i kreatin kinaze CK/CK MB kao biokemijskih markera, patološki Q zubac na EKG-
u kao znak nekroze, novonastali blok lijeve grane (LBBB) i elevacija ST segmenta kao znak 
lezije. Toĉno podruĉje zahvaćeno infarktom može se otkriti EKG-om. Oštećenje miokarda 
detektira se povećanom koncentracijom osjetljivih i specifiĉnih biomarkera u krvi, 
najznaĉajniji su srĉani troponin i izoenzim kreatin-kinaze CK-MB. Srĉani troponin I i T su 
komponente kontraktilnog organa miokardijalnih stanica i eksprimirani su iskljuĉivo u srcu, 
takoĊer imaju visoku specifiĉnost kao i kliniĉku osjetljivost (9). Iako povećanje ovih 
biomarkera u krvi ukazuje na nekrozu srĉanih stanica, ono ne indicira mehanizam nastanka 
infarkta. Razliĉite su mogućnosti zbog kojih može doći do otpuštanja strukturalnih proteina 
miokarda, ukljuĉujući normalnu razgradnju stanica miokarda, apoptozu, staniĉno otpuštanje 
produkata razgradnje troponina te povećanje propusnosti staniĉnog zida. Upravo iz tog 
razloga vrlo je bitno razlikovati povećanje ili pad razine troponina od njegovog kroniĉnog 
povećanja koje nema tendeciju razviti infarkt. Povećanje koncentracije troponina definirano je 
kao vrijednost koja premašuje 99 percentila od referentne vrijednosti populacije. Vrijednosti 
se iskazuju kao nanogrami po litri ili pikogrami po mililitru kako bi se prikazao cijeli broj. 
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Optimalna preciznost odreĊivanja troponina opisana je pomoću koeficijenta varijacije za 
svaki test koji iznosi ≤10%. Ako test troponina nije moguće provesti, najbolja alternativa je 
izoenzim kreatin kinaze (10). Od pojave simptoma do porasta troponina u krvi treba proći 2 – 
4 sata, dok do porasta CK-MB izoenzima treba priĉekati do 6 sati (9, 11). 
 
1.2.Cirkadijalni ritam 
 
Sposobnost prilagodbe okolišu esencijalni je element svakodnevnog ljudskog 
preživljavanja. Cirkadijalni ritam predstavlja oscilacije biokemijskih, fizioloških te funkcija 
ponašanja organizma s periodom od 24 sata, kontrolirane djelovanjem 
suprahijazmatske jezgre locirane u prednjem dijelu hipotalamusa (12). Upravo zbog toga što 
je većina organizama izložena dnevnoj izmjeni svjetla i mraka, cirkadijalni ritam najĉešće je 
uoĉen biološki ritam u prirodi, on je sinkroniziran sa Zemljinom rotacijom. Za sva živa bića 
izazov je sinkronizirati svoje fiziološke i tjelesne potrebe u skladu s cirkadijalnim ritmom. 
Uoĉen je u rasponu organizama od cijanobakterije do ljudske populacije, a njegovo prisustvo 
saĉuvano tijekom godina evolucije sugerira da posjeduje selektivne sposobnosti. Promjene su 
regulirane dnevnim ciklusima hormonske aktivnosti, endokrinog pravovremenog utjecaja na 
kardiovaskularnu aktivnost, rastom stanica, renalnom filtracijom i mobilizacijom nutrijenata 
uz kontrolu autonomnog živĉanog sustava (13, 14). Cirkadijalni ritam ima tri osnovna 
obilježja. Prvo obilježje je uroĊena sposobnost organizma koja je ostala oĉuvana unatoĉ 
raznim okolišnim zahtjevima. Dužina cirkadijalnog perioda varira ovisno o vrsti, ali se 
zadržava okvirno izmeĊu 22 i 25 sati. Drugo, dužina ciklusa jest kompenzirana temperaturom 
koja je oĉuvana na konstantnoj vrijednosti unatoĉ fiziološkom utjecaju vanjske temperature. I 
treće, cirkadijalni ritam sinkroniziran je s vanjskim svijetom pomoću direktne svjetlosti putem 
oĉne retine te je dominantan ĉimbenik i jedini relevantan fiziološki znak okoline unatoĉ visini 
temperature kao i drugim okolišnim ĉimbenicima. Podražaji koji signaliziraju SCN-i (engl. 
Suprachiasmatic nucleus)  koje je doba dana nazivaju se Zeitgebers. 
Centralni sat cirkadijalnog ritma jest suprahijazmatska jezgra koja ima ulogu uskladiti 
unutrašnji ciklus organizma s vanjskim ciklusom. SCN prima svjetlosni signal direktno s 
retine pomoću fotoreceptora koji se nazivaju unutarnje fotoreceptivne retinalne ganglijske 
stanice (ipRGCs). One izražavaju neobiĉan fotopigment nazvan melanopsin koji je selektivno 
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senzitivan na svjetlost kratkih valnih duljina. Fotoreceptori ipRGC dugo prenose informaciju 
te zbog toga nisu osjetljivi na prolaznu svjetlost koja nije povezana s dnevnom svjetlošću što 
ih ĉini idealnim. SCN kontrolira endokrine cikluse u detaljnijem i širem metaboliĉkom ritmu 
pomoću dva naĉina; pomoću anatomske povezanosti s centrima koji kontroliraju spavanje i 
budnost, SCN odreĊuje vrijeme spavanja i sukladno s tim o spavanju ovisne dogaĊaje poput 
sekrecije prolaktina i hormona rasta. Te takoĊer zahvaljujući povezanosti s neuroendokrinim i 
autonomnim sustavom, SCN može kontrolirati hormonalne i druge cikluse neovisno o 
spavanju poput ciklusa melatonina i kortizola (14, 15).  
Cirkadijalni ritam ograniziran je na naĉin da SCN kontrolira i usklaĊuje periferne 
satove koje sadrži gotovo svaka stanica. Naĉin na koji SCN djeluje su kombinacija 
autonomne inervacije perifernih tkiva, endokrinološko signaliziranje, temperaturni podražaji 
te lokalni signali. SCN kontrolira periferne oscilatore pomoću simpatiĉkog i parasimpatiĉkog 
puta. Od velikog broja hormona koji imaju utjecaj na organizaciju cirkadijalnog ritma, 
najznaĉajniji je glukokortikoid upravo zbog svoje uloge u metabolizmu lipida, održavanju 
razine glukoze u krvi te u procesima upale. Zbog karakteristike dnevne varijacije izluĉivanja u 
održavanju ravnoteže cirkadijalnog ritma, bitnu ulogu imaju i hormoni melatonin, angiotenzin 
II, aldosteron, renin, katekolamin te hormon rasta (14). 
 
1.2.1. Anatomija cirkadijalnog sustava sisavaca 
 
Sami cirkadijalni sustav sastavljen je od tri komponente: fotoreceptora kod dovoditelja 
signala, oscilatora ili sata te izlaza. Sinkronizacija dnevnog ciklusa i cirkadijalnog sata toliko 
je bitna da mnogi organizmi imaju razne fotosenzitivne sisteme kako bi osigurali cijeli taj 
proces. Biljke posjeduju crveni i plavi fotoreceptor, reptili i ptice imaju tri do ĉetiri 
fotoreceptorska organa, dok svi dokazi ukazuju da sisavci fotoreceptore i cirkadijalni sat 
imaju smještene u oku. MeĊutim najnovija istraživanja ukazuju na cirkadijalnu fotorecepciju 
putem kože, no takvi navodi još uvijek ĉekaju potvrdu (16, 17). Iako se nalaze u istom 
organu, fotoreceptori sustava za vid i cirkadijalnog sustava imaju razliĉite histološke lokacije 
unutar retine, takoĊer centri za obradu slike i cirkadijalnog svjetlosnog signala imaju razliĉit 
smještaj unutar mozga (13). Svjetlo za sinkronizaciju cirkadijalnog sata apsorbira se pomoću 
kriptokroma u ganglijskim stanicama, intraneuronima, Müllerovim i amakrinim stanicama 
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koje se nalaze na prednjem dijelu retine (18). Aksoni cirkadijalnog sustava pružaju se od 
optiĉkog živca do optiĉke hijazme i idu prema gore sve do nakupine neurona u prednjem 
hipotalamusu koji se naziva suprahijazmatskom jezgrom i glavni je stimulator cirkadijalnog 
ritma (17). 
 
1.2.2. Geni cirkadijalnog ritma 
 
Osnovni princip funkcioniranja bazira se na modelu autoreguliranja negativne 
povratne sprege u kojoj protein kao produkt pojedinog gena cirkadijalnog sata regulira svoju 
vlastitu transkripciju. Otkriveno je osam ljudskih gena koji se definiraju kao geni 
cirkadijalnog sata: Clock, BMal1, Per1, Per2, Per3, Tim, Cry1 i Cry2. Središnji faktori ovog 
modela su dvije obitelji gena: Period i Kriptokrom, koje djeluju kao transkripcijski represori, 
dok su Clock i BMal1 transkripcijski aktivatori. Transkripcija ovih gena aktivirana je na 
poĉetku cirkadijalnog dana pomoću kompleksa heteromera koji sadržavaju Clock i Bmal1 
proteine koji djeluju putem regulatornih sekvenca gena (14). 
 
1.3.CRY2 gen 
Ljudski CRY2 gen mapiran je na p kraku 11. kromosoma. U sisavaca proteini Period 
(PER1 i PER2) i Kriptokrom (CRY1 i CRY2) stvaraju veliki nuklearni kompleks (PER 
kompleks) i potiskuju vlastitu transkripciju. Kružna negativna povratna sprega predstavlja 
izravnu kontrolu završetka transkripcije (19). 
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1.3.1. Kriptokromi 
 
Kriptokromi su cirkadijalni fotoreceptori sisavaca i centralne komponente 
molekularnog sata. Apsorbiraju svjetlost i prenose elektromagnetni signal molekularnom satu 
koristeći kofaktore kromofore pterin i flavin adenin dinukleotid. Miševi i ljudi imaju dva gena 
kriptokroma koji su razliĉito eksprimirani na oĉnoj retini. Općenito, fotoreceptori su 
apoproteini koji sadrže jedan ili više fotoaktivnih pigmenata koji prevode svjetlosnu u 
kemijsku energiju ili informaciju poput intracelularnog signala. Iako se fotoreceptori i 
fotoaktivni pigmenti ĉesto koriste kao sinonimi, fotoaktivni pigment zapravo je kromofor 
fotoreceptora (13). Prvi kriptokrom izoliran je iz gorušice kao homologna sekvenca 
fotolipaze. Kratko nakon otkrića dodijeljena mu je funkcija u regulaciji elongacije hipokotile 
kao odgovor na plavu svjetlost te naziv CRY1. Drugi gen otkriven u genomu biljke 
Arabidopsis, takoĊer homologan fotolipazi, dobio je naziv CRY2. U usporedbi s biljkama, kod 
kojih svaki aspekt razvoja i obitavanja ovisi o svjetlu, fiziološki procesi u ljudskom 
organizmu ovisni o svjetlosti odreĊeni su cirkadijalnim satom, stoga je pretpostavljeno da bi 
CRY1 i CRY2 mogli biti cirkadijalni fotoreceptori (20). Kriptokromi imaju 20 – 25% 
identiĉnih sekvenci s mikrobiološkom fotolazom, te 40 – 60% s fotolazom. Ljudski CRY1 
protein sastoji se od 586 aminokiselina i kodira protein od 66 kDa, dok protein CRY2 sadrži 
593 aminokiseline i kodira za protein veliĉine 67 kDa.  
 
1.4.Utjecaj varijacija CRY2 gena na nastanak infarkta miokarda 
 
Iako još nije dokazana povezanost nijedne genetske bolesti s mutacijama gena 
kriptokroma, biokemijska i fotokemijska svojstva kriptokroma kao i funkcija fotoreceptora 
naznaka su ukljuĉenosti u funkciju cirkadijalnog sustava, a samim time i u poremećaje 
izazvane njegovom disfunkcijom (20). Mutacije koje imaju utjecaj na transkripciju Per ili Cry 
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gena ili postojanost Per ili Cry proteina mijenjaju brzinu sata (15). Cirkadijalni ritam povezan 
je s kardiovaskularnim sustavom što se oĉituje većom incidencijom odreĊenih 
kardiovaskularnih stanja ovisno o dobu dana. Istraživanja su potvrdila da se stanja poput 
nestabilne angine, angine bez Q zupca, infarkta miokarda i srĉane smrti najĉešće javljaju u 
vremenu od šest do dvanaest sati prijepodne (21). Uzrok navedenim pojavama može se 
pronaći u nagloj aktivaciji simpatikusa, hiperkoagulabilnosti te povećanom izluĉivanju 
kortizola i angiotenzina II koji su snažni vazokonstriktori. Više vrijednosti krvnog tlaka u 
jutarnjim satima uzrokuje aktivacija simpatikusa buĊenjem, a porast krvnog tlaka rezultira 
porastom potražnje miokarda za kisikom. Otežavajuća je okolnost porast tonusa krvnih žila 
zbog otpuštanja katekolamina te dolazi do neravnoteže izmeĊu potražnje i opskrbe kisikom 
(22).
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2. Cilj istraţivanja 
Osnovni cilj istraživanja jest utvrditi ulogu polimorfizma CRY2 gena kao mogućeg 
ĉimbenika podložnosti za nastanak infarkta miokarda. 
Nadalje su specifiĉni ciljevi bili: 
 odrediti raspodjelu alela i modela genotipova polimorfizama gena CRY2 
 ispitati uĉestalost i raspodjelu genotipova istraživanih polimorfizama gena 
CRY2 
 prikazati uĉestalost i raspodjelu mogućih haplotipova kod ispitanika s 
infarktom miokarda i kontrolne skupine 
 odrediti povezanost ĉimbenika rizika za KVB i polimorfizama gena CRY2 
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3. Ispitanici i metode 
3.1.Ustroj studije 
 
Diplomski rad izraĊen je u sklopu znanstvenog projekta IZIP-2014-150 „Varijabilnost 
gena cirkadijanog ritma u osoba s infarktom miokarda― na Katedri za medicinsku biologiju i 
genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku. 
Provedena vrsta studija jest istraživanje sluĉajeva i kontrola. Istraživanje sluĉajeva i 
kontrola podrazumijeva usporedbu skupine ispitanika s infarktom miokarda sa skupinom 
ispitanika bez navedenog poremećaja, takoĊer su obje skupine strukturno izjednaĉene po 
karakteristikama koje imaju utjecaj na pojavu poremećaja.  
 
3.2.Ispitanici 
 
Istraživanje je provedeno na dvije skupine: ispitanici s infarktom miokarda i ispitanici 
kontrolne skupine. Skupina ispitanika s infarktom miokarda obuhvaća grupu od 200 
pacijenata hospitaliziranih na Kliniĉkom odjelu za bolesti srca i krvnih žila s intenzivnim 
lijeĉenjem u KBC Osijek u razdoblju od svibnja 2015. do prosinca 2016. godine.  
Zadani kriteriji za ukljuĉivanje ispitanika u istraživanje: pacijenti koji su oboljeli od 
infarkta miokarda tipa 1 te s minimalno dva od tri uvjeta prema Thygesen i sur. Zadani uvjeti 
su: povećana vrijednost biokemijskog markera troponina T (veći od 0,05; iznad 99. 
percentile), bol u prsištu duža od 30 minuta te promjene elektrokardiograma.  
TakoĊer pacijenti koji imaju dijagnozu bolesti koja je mogući uzrok infarkta miokarda 
nisu obuhvaćeni istraživanjem, tako su primjerice hipertenzija, dekompenzacija, valvularne 
greške te ugraĊeni elektriĉni ureĊaj poput pacemakera bili kriteriji za iskljuĉivanje pacijenata 
iz ispitivane grupe. 
Ispitanici iz kontrolne skupine, 200 kontrola, podudarnih po spolu i dobi, prikupljeni 
su u ordinacijama lijeĉnika opće medicine u razdoblju od svibnja 2015. do prosinca 2016. 
godine. Kontrolnoj skupini pripadaju osobe s troponinom T manjim od 0,05; koje nisu imale 
infarkt miokarda, nemaju dijabetes tipa 2 te osobe koje nemaju medicinsku dokumentaciju o 
potvrĊenoj težoj kardiovaskularnoj bolesti. Zbog složenosti nasljeĊivanja ĉimbenika rizika za 
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kardiovaskularne bolesti, iz kontrolne skupine iskljuĉeni su roĊaci osoba oboljelih od srĉanog 
infarkta iz prve skupine. 
 
 
3.3.Metode 
 
Prije samog poĉetka istraživanja neophodno je zatražiti pristanak obaviještene osobe 
za sudjelovanje. Istraživanje je obuhvatilo anamnestiĉki upitnik za prikupljanje podataka o 
pacijentima, vaĊenje krvi za odreĊivanje genetiĉkih varijanti gena, koju je vadilo kvalificirano 
medicinsko osoblje. IzvaĊena krv proslijeĊena je u Laboratorij za medicinsku genetiku 
Medicinskog fakulteta u Osijeku gdje se prema standardnom protokolu proizvoĊaĉa (QIAamp 
DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany) izolirala genomska DNA te napravila 
genotipizacija varijanti gena CRY2 primjenom Taqman proba metodom lanĉane reakcije 
polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real time PCR). 
U cilju prikupljanja općih i medicinskih podataka o svim ispitanicima, ispunjen je 
anamnestiĉki upitnik. Opći podaci od interesa su životna dob, spol, radni status te povijest 
pušenja. Od medicinskih podataka bitni su kardiovaskularni ĉimbenici rizika poput 
hipertenzije, dislipidemije, dijabetesa tipa 1, bolesti štitne žlijezde te pozitivna obiteljska 
anamneza kardiovaskularnih bolesti koja je odreĊena prisutnošću bolesti koronarnih arterija 
roĊaka prvog koljena prije 60. godine života. 
Venska krv ispitanika uzorkovana je u epruvetu od 3 ml s podtlakom (Vacutainer, 
Becton Dickinson) koje sadrže antikoagulans EDTA, etilendiamintetraoctenu kiselinu koja 
stvara komplekse s ionima kalcija te na taj naĉin sprjeĉava koagulaciju krvi. Izolacija 
genomske DNA napravljena je prema standardnom protokolu proizvoĊaĉa (QIAamp, DNA 
Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Procedura zapoĉinje postupkom same izolacije, 
za koji su potrebni QIAGEN proteaza i 100%-tni etanol. Tako obraĊen uzorak pipetira se u 
QIAamp Mini spin column nakon ĉega slijede koraci proĉišćavanja. Nakon centrifugiranja 
kolona na ĉiju se membranu vezala DNA, prenosi se u novu tubicu, dok se tubica s filtratom 
baca. Ponavlja se prethodni korak proĉišćavajući izoliranu DNA prvo s puferom AW1, zatim 
AW2. Zadnji korak je pipetiranje AE pufera te se tako pripremljen uzorak može ĉuvati na 
temperaturi od -30 do -15 °C do daljnje analize (23).  
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Laboratorijska metoda lanĉane reakcije polimerazom pouzdana je i precizna tehnika 
umnažanja u velikom broju željenog DNA fragmenta koja se koristi u mnogim podruĉjima 
biologije i medicine. Metoda lanĉane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real 
time PCR) modifikacija je poĉetne metode sa svrhom optimizacije. Tako real time PCR ima 
prednost u vrlo maloj koliĉini potrebnog uzorka za analiziranje, kao i to što se produkt 
vizualizira kontinuirano po nastanku. Fluorescentna boja vezana je za prigušivaĉ te emitira 
fluorescenciju tek nakon razdvajanja, što oznaĉava vezanje za novonastalu dvolanĉanu DNA. 
Jaĉina fluorescencije razmjerna je produktu PCR-a tako da mjerenjem fluorescencije mjerimo 
novonastalu DNA. Metoda je karakteristiĉna zbog upotrebe visoko specifiĉnih poĉetnica te 
DNA polimeraze. Nakon denaturacije dvolanĉane DNA, poĉetnice se vežu na naĉin da 
ograniĉe podruĉje DNA od interesa te su upravo zbog toga potrebne dvije specifiĉne 
oligonukleotidne poĉetnice približne dužine od 20 parova baza. Nakon vezanja poĉetnica, 
DNA polimeraza produljuje željeni segment DNA (24). Najĉešće korištena je Taq polimeraza, 
izolirana iz bakterije Thermus aquaticus, termostabilna te s najvećom aktivnošću na 
temperaturi od 70 °C (25). Izmjenom denaturacije i hibridizacije pri odreĊenim 
temperaturama postiže se elongacija lanaca i umnažanje produkta. Genetiĉke varijacije gena 
CRY2 prikazane u Tablici 1, ispitane su primjenom TaqMan metodologije. Odabir SNP-ova 
temeljio se na saznanjima o ulozi ispitivanog CRY2 gena u molekularnom mehanizmu 
regulacije cirkadijalnog ritma te povezanosti riziĉnih ĉimbenika za nastanak 
kardiovaskularnih bolesti s polimorfizmom gena.  
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Tablica 1. Popis odreĊivanih genetiĉkih varijacija gena cirkadijalnog ritma 
Gen Polimorfizam Promjena u DNA Funkcija 
CRY2 rs2292912 C/G intronska supstitucija 
rs10838524 A/G intronska supstitucija 
 
 
TaqMan set sastoji se od neobilježenih poĉetnica i TaqMan probe koja na svom 5' kraju veže 
fluorescentnu boju VIC
TM 
ili FAM
TM
 dok je na 3' kraju vezan prigušivaĉ te se veže na 
fragment od interesa. Princip metode temelji se 5-3 egzonuklearnoj aktivnost Taq DNA 
polimeraze te mogućnosti da razgradi TaqMan probu, što dovodi do razdvajanja fluorescentne 
boje i prigušivaĉa te nastanka fluorescentnog signala. Protokol PCR reakcije prikazan je u 
Tablici 2 (26). Sadržaj PCR reakcijske smjese prikazan je u Tablici 3. 
 
Tablica 2. Temperaturni ciklusi korišteni za umnažanje željenog odsjeĉka CRY2 gena 
Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa 
Denaturacija  95 C̊ 10 min 1x 
Denaturacija 92 C̊ 15 sec 40x 
Hibridizacija 60 C̊ 1 min 40x 
Elongacija 60 C̊ 1 min 40x 
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Tablica 3. Sadržaj PCR reakcijske smjese. 
Sadržaj Volumeni 
PCR Master Mix 2x 6,25 µl 
SNP Taqman probe mix 0,31 µl 
H2O (deionizirana i 
demineralizirana) 
3,44 µl 
DNA 2,5 µl 
UKUPNO 12,5 µl 
 
 
3.4.Statistiĉke metode 
 
Za statistiĉku obradu podataka koristio se program Statistica 12.7 (StatSoft Inc. 
TULSA, OK, USA). Napravljena je deskriptivna statistiĉka obrada podataka te su se razlike 
numeriĉkih varijabli izmeĊu dvije skupine testirale t-testom za nezavisne uzorke ili Mann-
Whitney U testom, ovisno o njihovoj distribuciji, dok se Pearsonov χ2 test koristio za prikaz 
razlika izmeĊu kategoriĉkih varijabli.  
Testiranje razlike u distribuciji i frekvenciji javljanja alela proveden je χ2 testom. 
Omjeri rizika (OR, engl. odds ratio) i 95%-tni intervali pouzdanosti (95% CI, engl. 
confidence intervals) odreĊeni su kako bi se usporedila raspodjela alela i genotipova meĊu 
ispitivanim pacijentima i kontrolama. Dodatan korak u procjeni kontrole genotipova, zbog 
mogućeg odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteže, predstavlja χ2 test o pretpostavljenom 
obliku raspodjele genotipova. Pomoću mrežnog alata SHEsis ili SNPStats programa 
procjenjuju se frekvencije haplotipova te njihova povezanost s infarktom miokarda, kao i 
razlike uĉestalosti haplotipova izmeĊu pacijenata s infarktom miokarda i kontrolne skupine. 
Razina znaĉajnosti postavlja se na P<0,05. Sve dobivene P vrijednosti prilagoĊene su u skladu 
s Bonferronijevim testom za višestruko testiranje.
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4. Rezultati 
4.1.Rezultati anamnestiĉkog upitnika 
 
U Tablici 4 prikazani su opći demografski podaci svih 400 ispitanika. Srednja 
vrijednost životne dobi je 64 godine sa standardnom devijacijom od 13 godina, 44,5% 
ispitanika ĉine žene, dok je udio muške populacije 54,5%. TakoĊer je uĉestalost 
kardiovaskularnih ĉimbenika rizika unutar skupina ispitanika koji su preboljeli infarkt 
miokarda i ispitanika kontrola prikazana u Tablici 5. 
 
Tablica 4. Opći demografski podaci ispitanika ukljuĉenih u istraživanje 
 Pacijenti 
(n=200) 
Kontrole 
(n=200) 
Dob, srednja 
vrijednost (SD) 
67 (12) 62 (13) 
Pušenje n (%) n (%) 
Nepušaĉi 66 (49,5) 151 (75,5) 
Pušaĉi 41 (20,5) 39 (19,5) 
Bivši pušaĉi 60 (30) 10 (5) 
Radni status   
Zaposlen 32 (16) 30 (28,5) 
Nezaposlen 23 (11,5) 13 (6,5) 
Umirovljen 145 (82,5) 130 (65) 
Numeriĉki podaci prikazani su kao srednja vrijednost i pridružena standardna devijacija (SD), 
dok su kategoriĉki podaci prikazani kao broj i postotak.  
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Tablica 5. Uĉestalost kardiovaskularnih ĉimbenika rizika meĊu ispitanicima. 
KVB ĉimbenici rizika Pacijenti (n=200) Kontrole (n=200) P vrijednost 
 n (%) n (%)  
Hipertenzija 107 (53,5) 59 (29,5) 0,892 
Dislipidemija 26 (13) 23 (11,5) 0,048 
Diabetes mellitus I 1 (1) 2 (1,9) 0,886 
Bolesti štitne žlijezde 8 (4) 6 (6,3) 0,612 
Pozitivna obiteljska 
anamneza KVB* 
47 (23,5) 27 (13,5) 0,754 
*Obiteljska anamneza KVB odreĊena je postojanjem bolesti koronarnih arterija u roĊaka 
prvog koljena prije 60. godine života. 
 
 
4.2.Analiza genetiĉkih varijacija CRY2 gena 
 
Srednja vrijednost koncentracije DNA uzoraka iznosila je 58,5 µl/ml sa standardnom 
devijacijom od 13,4 µl/ml. Uĉestalost genotipova ispitivanih polimorfizama u skupini 
oboljelih i kontrolnoj skupini u skladu je s predviĊenim uĉestalostima prema Hardy-
Weinbergovoj jednadžbi (P<0,05).  
Raspodjela uĉestalosti alela polimorfizama gena CRY2 te raspodjela dominantnih i 
recesivnih modela genotipova opisana je u Tablici 6. Slika 1 te Tablica 7 prikazuju uĉestalost 
genotipova istraživanog CRY2 gena cirkadijalnog ritma. 
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Tablica 6. Raspodjela alela i modela genotipova polimorfizama gena CRY2 
 Uĉestalost alela Uĉestalost genotipova 
 
RjeĊi 
alel 
MAF* 
ispitanici 
MAF* 
kontrole 
P Dominantni model Recesivni model 
     P OR 
95% 
CI 
P OR 
95% 
CI 
CRY2           
rs2292912 G 0,203 0,260 0,054 0,187 0,76 
0,51-
1,14 
0,028 0,32 
0,11-
0,89 
rs10838524 A 0,453 0,495 0,230 0,785 0,94 
0,61-
1,46 
0,084 0,66 
0,41-
1,06 
*MAF- engl. minor allele frequency 
 
 
 
Povezanost polimorfizama gena CRY2 rs2292912 i rs10838524 s infarktom miokarda 
nije utvrĊena. Nakon korekcije za višestruko testiranje prema Bonferroniju razlike u 
uĉestalosti alela i genotipova nisu dosegnule zadani prag znaĉajnosti. MeĊutim postoji 
iznimka kod SNP-a rs2292912 gdje je pronaĊena statistiĉki znaĉajna razlika u raspodjeli 
genotipova (P=0,028; OR=0,32; 95% CI=0,11-0,89). 
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Slika 1. Uĉestalost genotipova istraživanog CRY2 gena cirkadijalnog ritma 
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Tablica 7. Uĉestalost genotipova istraživanih polimorfizama gena CRY2. 
 
  Aleli  Genotipovi (%)   
Gen SNP 1 2 Ispitanici s MI Kontrole  P vrijednost Χ2 
    11 12 22 11 12 22   
CRY2 rs2292912 C G 124  
(62%) 
71  
(35,5%) 
5  
(2,5%) 
111 
(55,5%) 
74  
(37%) 
15 
(7,5%) 
0,056 5,78 
CRY2 rs10838524 A G 38 
(19%) 
105  
(52,5%) 
57 
(28,5%) 
52 
(26,3%) 
92 
(46,5%) 
54  
(27,3%) 
0,212 3,11 
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Slika 2 prikazuje rezultate analize neravnoteže povezanosti istraživanih polimorfizama 
gena CRY2 cirkadijalnog ritma. Povezanost ispitivanih polimorfizama je veća što je vrijednost 
relativnog koeficijenta vezane ravnoteže (D') bliže jedan.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2. Neravnoteža povezanosti polimorfizama gena CRY2 cirkadijalnog ritma i 
relativni koeficijent vezane neravnoteže (D'). 
 
TakoĊer su analizirani haplotipovi gena CRY2. U Tablici 8 prikazane su uĉestalosti 
predviĊenih haplotipova. Statistiĉki znaĉajna razlika nije pronaĊena kod tri najĉešća haplotipa 
za dva polimorfizma gena CRY2.  
 
 
rs2292912               rs10838524 
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Tablica 8. Uĉestalost i raspodjela mogućih haplotipova kod ispitanika s infarktom miokarda i 
kontrolne skupine. 
 Gen CRY2 
 rs2292912 rs10838524 Uĉestalost 
(pacijenti) 
Uĉestalost 
(kontrole) 
P 
vrijednost 
1 C A 0,254 0,238 0,616 
2 C G 0,544 0,502 0,232 
3 G A 0,199 0,257 0,052 
 
Otkrivena je povezanost polimorfizma rs10838524 CRY2 gena s hipertenzijom u 
skupini ispitanika oboljelih od srĉanog infarkta (P=0,041; χ2=6,40; df=2), meĊutim ne i u 
kontrolnoj skupini. Nadalje polimorfizam rs2292912 gena CRY2 povezan je s dislipidemijom 
u muških ispitanika (P=0,019; χ2=7,85; df=2), dok je u kontrolnoj skupini povezan s 
pušenjem kod muškaraca (P=0,029; χ2=10,73; df=4). 
Povezanost polimorfizama CRY2 gena i ĉimbenika rizika za kardiovaskularne bolesti u 
pojedinoj skupini ispitanika prikazan je u Tablici 9 te predstavlja Mann-Whitney U test. 
 
Tablica 9. Povezanosti ĉimbenika rizika za KVB i polimorfizama gena CRY2 
 rs2292912 rs10838524 
 Pacijenti Kontrole Pacijenti Kontrole 
Pušenje 0,518 0,608 0,94 0,035 
Hipertenzija 0,747 0,682 0,585 0,736 
Dislipidemija 0,23 0,803 0,47 0,819 
Dijabetes mellitus I 0,27 0,961 0,402 0,434 
Bolesti štitne žlijezde 0,933 0,157 0,046 0,596 
Pozitivna obiteljska anamneza KVB 0,8 0,009 0,47 0,091 
5. RASPRAVA 
21 
 
5. Rasprava 
 
U ovom diplomskom radu istražila se povezanost polimorfizama gena CRY2 
cirkadijalnog ritma s nastankom infarkta miokarda. Istraživanje je provedeno kao analiziranje 
sluĉajeva i kontrola, ĉime je obuhvaćeno 200 osoba s preboljenim infarktom miokarda tipa 1 i 
200 kontrolnih ispitanika prikupljenih u razdoblju od svibnja 2015. do prosinca 2016. godine. 
Ispitanici skupine sluĉajeva odabrani su prema kriterijima za ukljuĉivanje u istraživanje, a to 
su pacijenti koji su oboljeli od infarkta miokarda tipa 1, te sa minimalno dva od tri kriterija: 
povećana vrijednost biokemijskog markera troponina T (veći od 0,05; iznad 99. percentile), 
bol u prsištu duža od 30 minuta ili promjene elektrokardiograma. Pacijenti koji imaju 
dijagnozu bolesti koja je mogući uzrok infarkta miokarda poput hipertenzije, dekompenzacije, 
valvularne greške te ugraĊenog elektriĉnog ureĊaja poput pacemakera nisu obuhvaćeni u 
istraživanju. Kontrolnu skupinu ĉinile su osobe s troponinom T manjim od 0,05, bez 
preživljenog infarkta miokarda, kao i dijagnoze dijabetesa tipa 2 te osobe koje nemaju 
medicinsku dokumentaciju o težoj kardiovaskularnoj bolesti. 
Polimorfizme gena CRY2 istražili smo kao ĉimbenike podložnosti za infarkt miokarda 
zbog uloge cirkadijalnog ritma u funkciji kardiovaskularnog sustava na što nas upućuje veća 
uĉestalost javljanja infarkta miokarda u jutarnjim satima. Mutacije koje imaju utjecaj na 
transkripciju Per ili Cry gena ili postojanost Per ili Cry proteina mogu promijeniti brzinu 
cirkadijalnog ritma. Povećana incidencija infarkta miokarda može se povezati s nekoliko 
ĉimbenika, prvi od njih porast je aktivnosti simpatikusa uzrokovan buĊenjem što dovodi do 
povećanih vrijednosti krvnog tlaka. Na vrijednost krvnog tlaka, kao i razinu glukoze u krvi, 
utjeĉe hormon kortizol koji vršne vrijednosti doseže u jutarnjim satima. Nadalje dolazi do 
povišenja vrijednosti katekolamina i angitenzina II, jakih vazokonstriktora. Utjecajem 
navedenih ĉimbenika dolazi do narušavanja ravnoteže potrebe i opskrbljenosti miokarda 
kisikom. TakoĊer cirkadijalni ritam ima utjecaj i na koagulacijski sustav; smanjena 
fibrinolitiĉka aktivnost, a povećana agregacija trombocita u jutarnjim satima predispozicija su 
za nastanak tromba (15, 21, 22). 
Provedena je analiza dva polimorfizma gena CRY2: rs2292912 i rs10838524. Nije 
utvrĊena povezanost polimorfizama s infarktom miokarda, uz izuzetak polimorfizma 
rs2292912 gdje je pronaĊena statistiĉki znaĉajna razlika u raspodjeli genotipova. TakoĊer su 
analizirani haplotipovi gena CRY2 te nije pronaĊena statistiĉki znaĉajna razlika kod tri 
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najĉešća haplotipa za dva polimorfizma gena CRY2. Otkrivena je povezanost polimorfizma 
rs10838524 s hipertenzijom u ispitanika. Polimorfizam rs2292912 povezan je s 
dislipidemijom u ispitanika muškog spola, dok je u skupini kontrola povezan s pušenjem 
takoĊer kod kontrola muškog spola. Uoĉena povezanost polimorfizama CRY2 gena upućuje 
na moguće postojanje drugih ĉimbenika ĉija kombinacija može imati znaĉaj za podložnost 
nastanku infarkta miokarda. 
Navedeni polimorfizmi istraživani su kao ĉimbenici podložnosti razliĉitim 
poremećajima. Polimorfizam rs2292912 istraživan je u sklopu analize polimorfizama gena 
cirkadijalnog sustava upravo zbog povećane pojave dijabetesa tipa 2 kod osoba s 
poremećajem u cirkadijalnom sustavu. Tek provoĊenjem metaanalize odreĊena je uvjetna 
statistiĉka povezanost polimorfizma CRY2 gena i pojave dijabetesa (27). Polimorfizam je 
pokazao statistiĉki znaĉajnu povezanost u istraživanju varijacija gena cirkadijalnog ritma s 
uĉestalošću pojave raka prostate. Geni cirkadijalnog ritma istraživani su zbog raznolikog 
utjecaja na biološke puteve povezane s mehanizmom oboljenja, ponajviše na regulaciju razine 
spolnih hormona (28). Polimorfizam rs10838524 istraživan je kao mogući ĉimbenik 
podložnosti poremećajima raspoloženja kao što su kroniĉna depresija i bipolarni poremećaj 
tipa 1 (29). 
Lamia i suradnici zakljuĉili su da rezultati njihovog istraživanja otkrivaju specifiĉni 
mehanizam kojim kriptokromi djeluju na centralni sat i kompleksne genomske sklopove 
cirkadijalnog ritma koji podupiru metaboliĉku homeostazu. Prikazali su da dva cirkadijska 
regulatora, Cry1 i Cry2, djeluju u interakciji s glukokortikoidnim receptorom i mijenjaju 
transkripcijski odgovor glukokortikoidima u mišjim embrijskim fibroblastima; nedostatak 
kriptokroma znatno smanjuje represiju gena i približno udvostruĉuje broj dexamethason-
induciranih gena, što upućuje na to da kriptokromi sprjeĉavaju aktivaciju glukokortikoidnog 
receptora i potiĉu represiju (30). 
Današnji naĉin života u kojem produktivnost zahtijeva cjelodnevnu aktivnost ugrožava 
biološki sustav koji regulira naše unutarnje ritmove. Loše navike spavanja i užurbani naĉin 
života štetni su za skladne fiziološke i metaboliĉke tjelesne sustave te imaju veliki utjecaj na 
zdravlje ljudske populacije. Preko tri milijuna perifernih staniĉnih satova koje nadzire SCN 
upravljaju većinom aspekata fiziologije i ponašanja ljudskog organizma. Važnost biološkog 
sata za zdravlje dokazana je u istraživanju ĉiji su rezultati pokazali da miševi kojima 
nedostaju Cry1 i Cry2 gen pate od hipertenzije. U tim miševima novi 3β-hidroksil-steroid 
dehidrogenaza (3β-Hsd) gen pod kontrolom sata prekomjerno je izražen specifiĉno u 
stanicama koje proizvode aldosteron, što dovodi do hiperaldosteronizma i hipertenzije ovisne 
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o unosu soli. Humani homolog tog enzima specifiĉnog za proizvodnju aldosterona predstavlja 
novu mogućnost u patogenezi hipertenzije (31). Upravo zbog tih saznanja, ali i ĉinjenice da 
infarkt miokarda unatoĉ razvoju dijagnostike i unapreĊenju lijeĉenja i dalje zauzima visoko 
mjesto meĊu uzrocima smrtnosti u svijetu, geni cirkadijalnog ritma i dalje znanstvenicima 
ostaju podruĉje od velikog interesa. 
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6. Zaključak 
 
Na temelju rezultata istraživanja može se zakljuĉiti da povezanost polimorfizma CRY2 
gena i infarkta miokarda nije dokazana:  
– Nije utvrĊena povezanost polimorfizama rs2292912 i rs10838524 gena CRY2 s 
infarktom miokarda. Statistiĉki znaĉajna razlika u raspodjeli genotipova pronaĊena 
je kod polimorfizma rs2292912 gena CRY2 (recesivan model nasljeĊivanja). 
– Nije pronaĊena statistiĉki znaĉajna razlika kod tri najĉešća haplotipa za dva 
istraživana polimorfizma CRY2 gena. 
– PronaĊena je povezanost polimorfizma rs10838524 gena CRY2 s hipertenzijom u 
skupini ispitanika koji su preboljeli infarkt miokarda. 
– Polimorfizam rs2292912 gena CRY2 povezan je s dislipidemijom u muških 
ispitanika, dok je u kontrolnoj skupini povezan s pušenjem kod muškaraca. 
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7. Saţetak 
Varijabilnost CYR2 gena kod pacijenata s infarktom miokarda 
 
Cilj istraţivanja. Cilj istraživanja bio je utvrditi ulogu polimorfizma CYR2 gena kao 
mogućeg ĉimbenika podložnosti za nastanak infarkta miokarda. 
Nacrt studije. Istraživanje sluĉajeva i kontrola. 
Ispitanici i metode. Sudionici istraživanja bili su 200 pacijenata u skupini sluĉajeva s 
preboljenim infarktom miokarda, hospitaliziranih u Kliniĉkom bolniĉkom centru Osijek i 200 
ispitanika kontrola odabranih u ordinaciji obiteljskih lijeĉnika. Napravljena je genotipizacija 
dva polimorfizma CRY2 gena, rs2292912 i rs10838524. Istraživanje je obuhvatilo upitnik za 
prikupljanje anamnestiĉkih podataka, vaĊenje krvi, izolaciju genomske DNA iz pune krvi te 
genotipizaciju varijanti CRY2 gena primjenom Taqman metodologije za lanĉanu reakcije 
polimeraze u stvarnom vremenu. 
Rezultati. Nije utvrĊena povezanost polimorfizama rs2292912 i rs10838524 gena CRY2 s 
infarktom miokarda. Iznimka je polimorfizam rs2292912 gdje je pronaĊena statistiĉki 
znaĉajna razlika u raspodjeli genotipova. PronaĊena je povezanost polimorfizma rs10838524 
s hipertenzijom u skupini sluĉajeva, ali ne i u kontrolnoj skupini. Polimorfizam rs2292912 
povezan je s dislipidemijom u muških ispitanika skupine sluĉajeva, dok je u kontrolnoj 
skupini povezan s pušenjem kod muškaraca. 
Zaključak. Na temelju dobivenih rezultata može se zakljuĉiti da odabrani polimorfizmi CRY2 
gena nisu ĉimbenici podložnosti za nastanak infarkta miokarda. 
Ključne riječi: cirkadijalni ritam; CRY2 gen; infarkt miokarda; polimorfizam jednog 
nukleotida 
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8. Summary 
 
Polymorphism of CRY2 gene in patients with myocardial infarction. 
 
Objectives. The aim of the research was to determine the role of polymorphism in CRY2 
genes as possible susceptibility factors for myocardial infarction. 
Study design. Case-control study. 
Participants and methods. The case group consisted of 200 patients with a history of 
myocardial infarction, hospitalized in the Clinical Hospital Center Osijek. The control group 
consisted of 200 subjects recruited at general practitioners. Two polymorphisms in CRY2 
gene were analyzed: rs2292912 and rs10838524. The study included a questionnaire, blood 
sampling, isolation of genomic DNA, and genotyping a single nucleotide polymorphisms 
using the Taqman methodology and polymerase chain reaction in real time. 
 
Results. There was no correlation between SNPs rs2292912 and rs10838524 of gene CRY2 
with myocardial infarction. SNP rs10838524 is associated with hypertension in the group of 
cases, whereas SNP rs2292912 is associated with dyslipidemia within male subjects.  
 
Conclusion. Based on the results it can be concluded that the selected gene CRY2 
polymorphisms do not pose risk of myocardial infarction. 
 
Key words: circadian rhythm; CRY2 gene, myocardial infarction, single nucleotide 
polymorphism. 
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